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Ospedale Maggiore di Milano 

Divisione diretta dal Dr. A. Ripamonti 


Di un nuovo metodo di colorazione delle ciglia 

dei bacteri. (') 

Nota del Dr. EDOARDO GEMEEIil 


Da quando Koch (1) riuscì a dimostrare le ciglia dei bacteri 
vari metodi si sono venuti dagli autori indicando, dalle descri¬ 
zioni dei quali appare chiaramente che la tecnica microscopica 
urtò contro difficoltà quasi insormontabili. Il numero dei metodi 
stessi, basta a dimostrare l’insufficienza loro e infatti accade pa¬ 
recchie, troppe volte che, eseguiti con tecnica rigorosa, diano 
risultati affatto sconfortanti, perciò l’essere riuscito a dimostrare 
facilmente con un nuovo metodo le ciglia dei bacteri mi con¬ 
forta a renderne di pubblica ragione la tecnica che oltre dare 
preparati ottimi sotto ogni riguardo è di riuscita costante. 

Vero è che l’utilità ne potrebbe essere impugnata in quanto 
non tutti i batteriologi sono concordi sul significato di questa 
particolarità morfologica dei microorganismi mobili (benché non 
ancora dimostrata per tutti questi). 

Pur tuttavia, e pur anche non credendo che si possa ser¬ 
virsi di questa particolarità morfologica, per differenziare specie 
batteriche simili, come fu tentato con una relativa fortuna per il 
b. coli e per il b. tiphi, nè tanto meno credendo che si possa 
valersi di questo criterio per una classificazione come tentò di 


(l) Vedi Dr. Gemèlli. — Eine neue fàrbenmethode der Backteriengeisseln. 
Centralhl, f. Baku eie, P Abt. Orig, Band. XXXIII. N. 4. 



4 


t __ _ _ _ _ _ , 

fare Messea (2) pur tuttavia la quistione presenta un certo in¬ 
teresse. E non potrà essere risolto il criterio sul loro significato, 
se non ci varremo di un metodo di riuscita costante e sicura. 

Pur non volendo riferire dettagliatamente tutti i vari metodi 
che furono a questo scopo usati, brevemente esporrò alcune 
note bibliografiche intorno a questo argomento. 

Tralasciando di considerare i più antichi accenni di Ehren- 
berg, di Cohn, di Dallinger e Drysdale, che più o meno chiara¬ 
mente parlano di organi del movimento dei bacteri, noi dob¬ 
biamo il primo metodo a Koch (1) il quale usava come sostanza 
colorante il legno di campeggio, dopo di aver fatto agire una 
soluzione di bicromato potassico. 

I metodi che si seguono durante un periodo di alcuni anni 
si raggruppono intorno a due autori i quali si valsero di un 
criterio affatto diverso per la dimostrazione delle ciglia. Lòffler (3) 
e Van Ermengem (4). 

Lòffler « approfittando di un processo suggerito dall’arte dei 
tintori, usando cioè di un mordente il quale fa si che i bacteri 
assumano la sostanza colorante » suggerì un metodo che variato 
in molti particolari, fu usato per lungo tempo. Non era stato 
possibile prima di dimostrare in modo sicuro le ciglia nei prepa* 
rati a fresco, perchè avevano esse un indice di rifrazione uguale 
a quello dei mezzi ambienti usati, nè eran state vedute nei pre¬ 
parati colorati con i metodi comuni, perchè le ciglia non hanno 
alcuna affinità per le comuni sostanze coloranti. 

Questo fatto fu spiegato recentemente in altro modo da 
Conkey (5) il quale crede che le ciglia dei batteri siano tanto 
esili che non si possono vedere con gli ingrandimenti usati 
nelle ricerche microscopiche, e che i metodi di colorazione delle 
ciglia dei batteri abbiano lo scopo di diminuire con le sostanze 
acide comunemente usate (acido tannico) la loro lunghezza e 
credente con ciò più grosse e più visibili. 

Una quistione preliminare di tecnica fu vinta da Lòffler. 
Voglio dire la diluzione della coltura in modo che pochi bacteri 
siano sospesi e la pulitura dei vetrini sui quali viene disteso il 
materiale, pulitura che egli descrive con grande minuziosità 
spiegabile col fatto che le minime treccie di impurità compro¬ 
mettono la riuscita nella preparazione. 
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11 mordente di Lòffler è il seguente; 5 cc. di soluzione sa¬ 
lina a freddo di solfato di rame sono aggiunti a 10 cc. di una 
soluzione aquosa di tannino (gr. 20 in gr. 80 di acqua distillata). 

Lòffler nella Sua seconda memoria si diffonde in modo no¬ 
tevole sulla quantità di alcale (soluzione di soda 1 »/o) o di acido 
(soluzione 1 % di acido solforico) che deve essere al mordente 
aggiunto e che varia pure a seconda della specie batterica 
studiata. 

Dopo di aver subito l’azione del mordente si fa agire la 
sostanza colorante che è una soluzione satura di fuxina in 
acqua di anilina neutralizzata con una soluzione di soda all’uno 
per mille. 

Questo metodo di Lòffler fu poscia di parecchi autori mo¬ 
dificato. 

Bunge (6) lo modificò principalmente usando una soluzione 
di percloruro di ferro invece di quella di solfato di rame. 

Sciavo (7) suggerì parecchie modificazioni e ottenne un 
complicato metodo che incostante per il b. tiphi è, per esempio 
inefficace per il b. coli. 

Trenkmann (8) e Fischer (9) ne diedero altri modificazioni 
ma senza notevoli risultati. 

Allora con Strauss (10) si tentò di tralasciare l’uso del mor¬ 
dente e infatti il metodo di questo autore consiste nel versare 
una goccia di fuxina di Ziehl su di una goccia di coltura op¬ 
portunamente diluita, distesa su di un vetrino, previamente con 
la nota tecnica ripulito. 11 risultato fu cattivo e allora ne sug¬ 
gerirono modificazioni ma senza alcun risultato Sakharoff (11), 
Klein (12), Dessert (13). 

Nicolle et Morax (14) resero di pubblica ragione un metodo 
che doveva essere di riuscita, secondo gli autori sicuro. 

Ed infatti questo è secondo (Gùnther (15), Migula, (16) Mi- 
quel (17) Cambier), la migliore modificazione del metodo di 
Lòffler ed è quella con la quale si ottengono con relativa fre¬ 
quenza i migliori preparati. 

Essi usano il medesimo mordenzatore di Lòffler senza però 
aggiungere o alcale o acido che fanno agire più volte e a caldo 
e colorano il preparato con il comune liquido di Ziehl. 

Ma anche questo metodo fu insufficiente; la difficoltà, con- 
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sistendo nel cogliere il punto giusto del mordenzamento e Nicolle 
stesso con Cantacuzène (18) indicò un nuovo metodo usando 
una sostanza — ossicloruro di Ruthenio ammoniacale — che 
per un gruppo amidogeno ha proprietà affine alle comuni so¬ 
stanze (aniline) coloranti. 

Una nuova serie di ricerche fu iniziata da Van Ermengem 
il quale descrisse un nuovo metodo basato sulla riduzione dei 
sali d’argento per opera della luce con molta analogia con i 
comuni processi fotografici. 

Preparato e fissato il materiale con tecnica consimile a quello 
di Lòffler, sono i vetrini immersi in un mordente costituito da 
un miscuglio di 1 parte di soluzione all’uno per cento di acido 
osmico e di 2 parti di soluzione di acido tannico al 25 %. 

Poscia sono messi in un bagno sensibilizzatore di nitrato 
d’argento (0,5-0,25 o/o) e poi direttamente nel bagno riduttore e 
rinforzatore (acido gallico 5, tannino 3, acetato di potassa 10, 
acqua 350), sono essi riportati in una soluzione di nitrato d’ar¬ 
gento ove sono lasciati finché hanno subito Fazione della luce. 
Ma nuoce alla bontà del metodo che i preparati sono pieni di 
precipitati e si ottengono con grande difficoltà. 

Lasciato lo studio delle ciglia in disparte per parecchi anni 
fu ripreso recentemente da parecchi osservatori. 

Per il primo Hinterberger (19) descrisse un metodo, modi¬ 
ficazione di quello di Van Ermengen, che volendo essere più 
semplice e di facile riuscita, ne ha invece le qualità opposte; 
basti il dire che per ottenere la pulitura dei vetrini copri-oggetti 
ha ideato all’uopo un piccolo apparecchio. 

Il metodo è pur esso basato sulla riduzione dei sali d’ar¬ 
gento. I passaggi sono numerosi e complessi ed è desolante, 
dopo replicati bagni in varie soluzioni, il riuscire ad un esito 
negativo che si potè — coll’ autore stesso — giustificare col¬ 
l’azione della luce. 

Molto più semplice è il metodo del De Rossi (20). Di sicura 
riuscita anche questo (secondo l’autore) pur troppo fallisce più 
esSo più volte! 

E inoltre unisce a ciò il grave difetto di disseminare nei 
preparati finissimi e innumeri precipitati, che anzi la formazione 
di questi sarebbe — secondo l’autore — indice della riuscita 
della preparazione. 


10 non starò a ripetere qui tutta la tecnica del De Rossi, molto 
dettagliatamente da lui esposta e che riassumo; preparati i ve¬ 
trini e il materiale con metodi molto simili a quelli degli altri 
autori, egli senza fissazione fa agire una miscela di queste due 
soluzioni ; 

aj soluzione di gr. 25 di acido tannico in gr. 100 di so¬ 
luzione all’uno per mille di potassa caustica ; 

bj acqua distillata. gr- 100 

acido fenico.. . » 2 

alcool. .. » 10 

fuxina.ctg. 25 

La miscela di una goccia della prima, con cinque goccie 
della seconda si fa agire per cinque, dieci, quindici minuti ed 
in realtà se ne ottengono talora dei buoni preparati. 

È questa una modificazione che davvero segna un progresso 
sui precedenti metodi dei quali è una modificazione e coi quali 
pure si usava la soluzione tannica e il liquido di Ziehl. 

Ma i preparati quando si ottengono non spiccano certo per 
troppa chiarezza ed inoltre sono troppo ricchi di precipitati che 
non permettono una buona osservazione. 

Segue in ordine cronologico il lavoro di Alfred Mac Conkey. 
Questi crede che non si può accettare l’idea di Lóffler che il 
mordente abbia l’effetto di rendere la sostanza delle ciglia atta 

ad assumere la sostanza colorante. 

Le ciglia dei bacteri si possono colorare anche senza tale 
artificio, ma la loro estrema finezza, fa si che non si possono 
vedere che con i più forti ingrandimenti ed allora il mordente 
ha lo scopo di raggrinzare ed ingrossare le ciglia che sono cosi 

rese visibili. 

Partendo da questo principio, descrive un metodo col quale 
esso ottiene di ravvolgere, per dire cosi, il microorganismo con 
una membrana e di far depositare sulle ciglia una sostanza che 
la rende visibile. j 

La preparazione dei vkrini copri-oggetti e del materiale 
batterico è eseguita con la comune tecnica. 

11 preparato essicato è , esposto per mezz’ ora ai vapori di 
formalina, poscia viene posto in una miscela preparata al se¬ 
guente modo. 
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Al liquido mordente del De Rossi, saturato con fuxina si 
aggiunge in una provetta una uguale quantità di una soluzione 
acquosa di percloruro di ferro al 10% con aggiunta di acido 
acetico glaciale (5 %). Si fa bollire la miscela e poscia si ag¬ 
giunge una soluzione acquosa (10%) di acido acetico glaciale. 
La miscela allora da un precipitato e se ne adopera il filtrato. 

Il tempo di colorazione necessario è di T, poscia si lava il 
preparato con acqua, si colora per 10’ con una soluzione alcoo- 
lica satura di violetto di genziana. 

Il protoplasma appare ingrossato, le ciglia si colorano for¬ 
temente in violetto, il corpo in viola pallido. 

Da ultimo abbiamo il metodo indicato recentemente da 
Smith (21). 

Si prepara (secondo il metodo che dettagliatamente è esposto 
da George Newman nella seconda edizione « Bacteria Ld. John 
Murray London ») una soluzione satura di sublimato corrosivo 
e la si versa ancora calda in un recipiente che contenga in 
eccesso cristalli di allume ammoniacale; oppure, seguendo altro 
metodo si prepara una soluzione satura di sublimato ed una 
parimenti satura di allume ammoniacale e si fa un miscuglio 
delle sue sostanze. Si prendono 10 c.c. di questo miscuglio, vi 
si aggiungono 10 c.c. di una soluzione di recenti preparati al 
10% di tannino e 5 c.c. di fuxina. 

Si mescola si filtra e si fa così un mordente che si con¬ 
serva a lungo. 

I vetrini ed il materiale vengono preparati con metodi ana¬ 
loghi ai comuni. 

II mordente filtrato viene fatto agire riscaldandolo fino allo 
sviluppo dei vapori (3’), ma non fino alla bollitura. Si lava con 
acqua distillata e vi si aggiunge un miscuglio di 1 c.c. di una 
soluzione alcoolica di violetto di genziana con 10 c.c. di solu¬ 
zione satura di allume ammoniacale. 

Con questo metodo si ottengono discrete preparazioni, ma 
è di una notevole incertezza, che, accompagnata ai trattamenti 
complessi, non lo raccomanda certamente. 

Ed ora verrò alla esposizione del mio metodo. 

La riuscita dei preparati è affatto certa. Veramente questa 
mia affermazione dopo i risultati negativi dei metodi che erano 


dati per certi da altri osservatori ha un valore molto relativo. 
Potrei dare fotogrammi dei preparati da me ottenuti, ma ciò 
non proverebbe nulla. Le memorie degli autori che si sono prima 
di me provati in questo diffìcile campo, sono corredate di splen¬ 
dide riproduzioni, ma pur tuttavia i metodi loro sono fallaci e 
quasi dimenticati, quindi stimo inutile riprodurre immagini di 
preparati che ciascuno può ottenere con grande facilità. Questa 
sarà la migliore prova della bontà del metodo. 

Essa consiste; 

1. “ nella preparazione dei vetrini copri-oggetti; 

2. ° preparazione del materiale batterico ; 

3. ° colorazione dei preparati. 

Preparazione dei vetrini copri-oggetti. 

È questa una operazione necessaria ed è pure indispensa¬ 
bile che sia fatta con accuratezza affinché il materiale batterico 
usato sia disteso opportunamente. 

I vetrini sono fatti cuocere in una miscela di soluzione di 
bicromato potassico al 3 % e di acido solforico, 100 ; 5, poscia 
sono lavati lungamente in acqua corrente, da ultimo sono im¬ 
mersi in alcool, ove sono lasciati fino a quando sono da ado¬ 
perarsi. In allora si fanno passare, tenendoli con una pinza a 
dènti di osso, più volte attraverso la fiamma a gas del Becco 
Bunsen. 

Sono cosi pronti per ricevere il materiale batterico oppor¬ 
tunamente preparato (come vengo in appresso esponendo). 

Preparazione del materiale batterico. 

È preferibile una coltura recente; non giova indicare da 
quanto tempo, perchè questo varia a seconda della specie bat¬ 
terica studiata. 

In media le colture sono pronte dopo poche ore che sono 
seminate e si conservano buone per tre o quattro giorni. Le 
colture vecchie danno immagini molto strane, simili a quelle 
che furono riprodotte da Hinterberger per il b. del carbonchio 
e che molto probabilmente sono forme degenerative. 

Molto più facilmente si prestano le colture sui mezzi solidi, 
però servono anche quelle nei mezzi liquidi, che anzi queste 
danno preparati con nessun precipitato. Molto bene servono le 
colture in gelatina, usate queste come colture in brodo, tenen¬ 
dolo cioè a 37C. 
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Si era già osservato che una certa influenza esercita la ric¬ 
chezza in cloruro sodico; in genere ho potuto osservare che 
danno migliòri preparati quelle che ne sono meno ricche. 

Tra i mezzi solidi meglio si prestano quelli glicerinati. 

Un ansa di platino di materiale, ottenuto con queste norme,> 
viene diluito in un vetro di orologio con acqua distillata (5 c.c.) 
e una goccia di questa diluzione è deposta sui vetrini copri¬ 
oggetti, opportunamente preparati e sui quali si distende da sè. 
Vengono poi questi lasciati asciugare lentamente, coperti da una 
campana di vetro servendosi anche dei comuni essicatori a 
cloruro di calcio. 

4 t 4 

Colorazione. 

Per la colorazione mi servo delle seguenti due soluzioni ; 
aj permanganato potassico ..... ctg. 25 

acqua distillata. .gr. 100 

h) una soluzione di cloruro di calcio in gr. 0.75 
acqua distillata.. . » 100 

A quest’ultima è aggiunta nel rapporto di 20:1, una solu¬ 
zione all’uno per cento in acqua distillata di neutralroth (Griibler). 

È necessario assolutamente che tutte le soluzioni usate siano 
assolutamente pure. 

I vetrini copri-oggetti con il materiale disteso come sopra 
ho esposto sono immersi nella soluzione a di permanganato 
potassico, ove sono lasciati per 10’, 20’. 

Poscia sono abbondantemente lavati in acqua distillata e 
immersi nella soluzione b di neutrahoth ove sono lasciati all’in- 
circa 15’, 20’, 30’. 

II tempo di immersione varia a seconda della specie bat¬ 
terica. 

Dopo di che i vetrini, lavati con molta acqua e asciugati 
con carta bibula, sono montati in balsamo del Canadà. Questo 
mezzo naturalmente meglio si presta per la conservazione dei 
preparati i quali però si possono studiare anche e molto oppor¬ 
tunamente in acqua. 

Nei preparati allestiti con questa tecnica si hanno splendide 
e ricche forme di ciglia, non vi sono precipitati. 

La riuscita costante ne raccomanda l’uso. 

Ho, servendomi di esso, studiate le ciglia del b. del tifo, del 
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b, coli, del b. del colera, del proteus, del b. subtilis e di altre 
specie bacteriche. 

Ho veduto inoltre per il b. del carbonchio e della tubercolosi, 
forme analoghe a quelle descritte da Hinterberger per il b. del 
carbonchio di « Faden e Fadennetze » Caden e di Cademeto. 

Concludendo, di fronte ai metodi complessi e di difficile 
esecuzione quali quelli già sopra ricordati, considerati i cattivi 
risultati che spesso con essi si ottengono, credo che il metodo 
da medescritto, rappresenti un miglioramento notevole di tecnica. 
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